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摘   要：碱性亮氨酸拉链转录因子脱落酸不敏感蛋白 5 (abscisic acid-insensitive 5, ABI5)是脱落酸

介导的种子萌发的关键调控因子，而 TaABI5 基因与小麦穗发芽密切相关。TaABI5 的多拷贝基因

成员 TaABI5-D3 具有编码完整 TaABI5 蛋白的能力。本研究通过构建原核表达载体

pET-28a-TaABI5-D3，并在大肠杆菌中进行表达，最终得到纯化的 His-TaABI5-D3 重组蛋白。该重

组蛋白以包涵体的形式存在，最佳表达条件为 16 ℃、0.6 mmol/L IPTG、150 r/min 过夜诱导 12 h。
进一步将 His-TaABI5-D3 重组蛋白进行纯化后免疫 Balb/c 小鼠制备多克隆抗体，Western blotting
结果显示抗体的特异性完好。该研究结果为进一步研究 TaABI5 蛋白在小麦籽粒中的功能奠定了

基础。 
关键词：TaABI5-D3；原核表达；重组蛋白；多克隆抗体；小麦 
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Prokaryotic expression of wheat TaABI5-D3 gene and 
polyclonal antibody preparation 

HAN Yang, HAN Bing, XING Yanping, YANG Yan* 

Key Laboratory of Germplasm Innovation and Utilization of Triticeae Crops at Universities of Inner Mongolia 
Autonomous Region, Plant Biotechnology Research Laboratory, College of Life Sciences, Inner Mongolia 
Agricultural University, Hohhot 010029, Inner Mongolia, China 
 
Abstract: Abscisic acid insensitive 5 (ABI5) is a basic leucine zipper transcription factor 
regulating ABA-mediated seed germination, and TaABI5 is closely related to the pre-harvest 
sprouting in wheat. Studies have shown that TaABI5-D3, one of multiple copies of TaABI5 gene, 
encodes the intact TaABI5 protein. In this study, we constructed the prokaryotic expression 
vector pET-28a-TaABI5-D3 for expression of TaABI5-D3 in Escherichia coli and obtained the 
purified recombinant protein His-TaABI5-D3. This protein existed in the form of inclusion 
bodies, with the best expression induced by incubation with 0.6 mmol/L IPTG at 16 ℃, 150 r/min 
overnight (for 12 h). Subsequently, the purified His-TaABI5-D3 was injected into Balb/C mice 
for the preparation of polyclonal antibodies. Western blotting analysis indicated that the 
polyclonal antibody had relatively high specificity, laying foundations for clarification of the 
function of TaABI5 protein in wheat. 
Keywords: TaABI5-D3; prokaryotic expression; recombinant protein; polyclonal antibodies; wheat 

 
 

植物脱落酸不敏感蛋白 5 (abscisic acid- 
insensitive 5, ABI5)是一个在结构和功能上与碱

性亮氨酸拉链类(basic leucine zipper, bZIP)蛋白

质相关的转录因子，属于 ABI5/ABF/AREB/DPBF
类转录因子家族 [1-2]，它介导脱落酸 (abscisic 
acid, ABA)在细胞内的一系列转导反应，在

ABA 信号途径中起着重要作用[3-4]。 
ABI5 作为 ABA 信号途径中的正调控因子

受 ABA 诱导，同时受到 ABI3、HYL1 和 HY5
的作用上调[5-7]，受 WRKY2、WRKY40 等的作用

下调[8-10]；ABA 诱导萌发后的生长停滞以及胚

胎发育后期迟熟基因 LEA 启动子的表达，而

ABI5 对这种生长停滞不敏感，因此改变了 LEA
基因启动子的活性[11-13]。此外，对 ABI5 显性突

变体的分析表明，ABI5 参与调控种子后期发育

中 ABA 诱导 LEA 的表达过程[13-14]。 

拟南芥 ABI3 基因与玉米和小麦中的 Vp-1
基因同源，具有调节胚发育、促进胚成熟和休眠

的功能[15-16]。ABI3是 ABI5表达的必要条件[1,6,17]。

ABI3 与 ABI5 共同作用，调控胚胎基因表达和

种子对 ABA 的敏感性[11,18]。Lopez-Molina 等[19]

和 Argyris 等 [20]利用酵母双杂交系统发现了

ABI3 和 ABI5 之间存在直接的相互作用，ABI3
和 ABI5 在种子萌发过程中被蛋白酶体降解。

ABI5 蛋白被 ABA 激活成为生长抑制因子，并

增加靶启动子的占有率[6]；此外 ABA 还能抑制

ABI5 蛋白通过 26S 蛋白酶体降解[19]。通过酵母

双杂交实验分离的 ABI5 结合蛋白 AFP 在幼苗

发育中发挥作用；在种子发育和干燥过程中，

AFP 的转录和翻译水平逐渐增加，最终在成熟

种子中趋于稳定[21-22]。与 ABI5 互作的 AFP 作

为 ABA 应答的负调控因子作用于 ABI5 上游，通
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过促进 ABI5 蛋白的降解抑制其合成[21-23]，从而

减弱 ABA 信号调控，这可能与促进胚萌发、抑

制种子休眠的调控机制密切相关 [24-26]，所以

ABI5 是影响幼苗成熟、休眠发育、种子萌发和

萌发后幼苗生长的关键因素[1,3,11,19]，其转录水

平在胚胎发育晚期达到最高，在种子干燥过程

中达到峰值[27-28]。 
前期研究在白粒小麦品种‘周 8425B’中克

隆了 16 个 TaABI5 基因的多拷贝序列[29]，其中

TaABI5-D3 可以编码完整的 TaABI5 蛋白。为了

进 一 步 研 究 TaABI5 的 功 能 ， 本 研 究 以

TaABI5-D3 为代表，将 TaABI5-D3 的编码区与

原核表达载体 pET-28a 融合，使植物蛋白在

原核细胞中有效表达，纯化后免疫小鼠制备

抗体，以期为进一步研究 TaABI5 的功能奠定

基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

动物材料：Balb/c 小鼠购自内蒙古大学，

用于多克隆抗体的制备。 
植物材料：6 份不同休眠特性的小麦品种

分别为‘小偃 6 号’ [发芽指数(germination index, 
GI): 13.7%]、‘万县白麦子’ (GI: 7.6%)、‘小白玉

花’ (GI: 4.0%)、‘京 411’ (GI: 64.2%)、‘周 8425B’ 
(GI: 56.0%)和‘衡水 7228’ (GI: 68.4%)。以上品

种的蜡熟期种子用于检测种子中 TaABI5-D3 蛋

白的含量。 
原核表达载体 pET-28a，购自安徽通用生物

有限公司；感受态细胞大肠杆菌 (Escherichia 
coli) DH5α、原核表达菌株 E. coli BL21(DE3)、
内切酶 Nco I 和 Xho І，购自 TaKaRa 公司；

11−180 kDa 蛋 白 标 记 、 辣 根 过 氧 化 物 酶

(horseradish peroxidase, HRP)标记兔抗鼠 IgG抗

体，购自优宁维试剂公司。 

1.2  方法 
1.2.1  原核表达载体的构建 

根据 TaABI5-D3 基因的编码序列(GenBank
登录号：MK287857.1)，以 Nco I 和 Xho І 作为

酶切位点(图 1)，将 TaABI5-D3 基因完整地从融

合 载 体 pET-28a-TaABI5-D3 上 切 除 。 重 组

pMD-19T-TaABI5-D3 与原核表达质粒 pET-28a分
别用 Nco I 和 Xho І 进行双酶切，产物连接后热

击法转化至大肠杆菌感受态 DH5α 中，筛选单

菌落，PCR 鉴定阳性克隆并接种于含卡那霉素

抗性的液体 LB 培养基中，过夜培养 12 h 后提

取质粒，使用 Nco I 和 Xho I 进行酶切鉴定。 
1.2.2  重组蛋白的诱导表达 

重组质粒 pET-28a-TaABI5-D3 及 pET-28a 空

载体转化 E. coli BL21(DE3)，筛选阳性克隆，挑取

单菌落接种于含有卡那霉素(50 μg/mL)的无菌液

体 LB 培养基中，37 ℃、180 r/min 过夜培养

12 h。次日取出，以 1:100 的体积比接种于含有

相应抗生素的无菌液体 LB 培养基中，继续培

养至 OD600 在 0.7−0.8 之间。设计不同终浓度的

诱导剂异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷 (isopropyl- 
β-D-thiogalactoside, IPTG)，分别为 0.4、0.8、
1.2 mmol/L[30]，以 pET-28a 空质粒作为对照，

对目的蛋白进行优化表达，寻找最适诱导浓度。

4 ℃、5 000 r/min 离心 15 min，收集菌体，每克

菌体加入 20 mL 1×PBS 缓冲液重悬浮，于冰上进

行超声波破碎 20 min，功率 500 W，工作 3 s，间

隔 5 s；随后在 4 ℃、18 000 r/min 离心 40 min，
分别收集沉淀和上清，通过十二烷基硫酸钠-聚
丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)分
离，分析电泳结果确定最佳诱导条件。 
1.2.3  包涵体纯化 

在最适 IPTG 的诱导浓度下，根据上述最

佳培养条件，在 1 L液体 LB培养基中进行诱导。
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4 ℃、5 000 r/min 离心 20 min 收集菌体，于     
8 mol/L 尿素溶解，并与等体积 1×PBS 缓冲液

重悬浮，在冰上进行超声波破碎 30 min，4 ℃、

18 000 r/min 离心 40 min，采用亲和层析法利用

His 标签纯化树脂(Ni-NTA)，使用含 200 mmol/L
咪 唑 的 1×PBS 纯 化 洗 脱 蛋 白 ， 并 进 行

SDS-PAGE 检测[31-32]。随后用 BCA 蛋白检测试

剂盒(Solarbio)对纯化后的蛋白进行定量，纯化

蛋白于−80 ℃保存，用于后续试验。 
1.2.4  多克隆抗体制备与检测 

选用 5 只健康的 5 周龄雄性 Balb/c 小鼠制

备多克隆抗体[33-35]。第一次免疫时，将 600 μg
纯化的 His-TaABI5-D3 蛋白与相同体积的弗氏

完全佐剂(Sigma)乳化后，多点注射到小鼠腹部

皮下。在接下来的两次免疫中，注射 300 μg 纯

化的 His-TaABI5-D3 蛋白，加入相同体积的弗

氏不完全佐剂(Sigma)，间隔 15 d。最后一次免

疫 1 周后，采集小鼠颈总动脉血，离心收集血

清，于−80 ℃保存。该动物实验获得了内蒙古

农业大学实验动物福利与伦理委员会批准(批
准号：NND2021101)。 
1.2.5  提取小麦种子总蛋白 

成熟小麦种子总蛋白的提取：选取蜡熟期

小麦种子提取总蛋白 (Sangon Biotech) ，与

5×SDS-PAGE 加载缓冲液(pH 6.8、Tris/HCl、
SDS、溴酚蓝、甘油)以 20:5 的比例进行混合，

用 SDS-PAGE (12%分离凝胶，5%堆积凝胶)检
测总蛋白提取情况。 
1.2.6  Western blotting 

取原核表达纯化的蛋白样品进行SDS-PAGE
电泳，电泳结束后用 TE70XP 型 Hoefer 半干转膜

仪将目的蛋白转移至聚偏氟乙烯(poly vinylidene 
fluoride, PVDF)膜上，电压 14 V，50 min；将转

印好的 PVDF 膜用 5%的脱脂奶粉 50 r/min，室

温封闭 2 h；将制备的多克隆抗体 1: 1 000 稀释

作为一抗，60 r/min 孵育 2 h；随后用 1×PBST
缓冲液洗 3 次，以 HRP 标记兔抗鼠 IgG (1:5 000
稀释)为二抗(上海优宁维生物科技有限公司 ) 
60 r/min 孵育 1.5 h；1×PBST 缓冲液洗脱 3 次后

显影。 

2  结果与分析 

2.1  pET-28a-TaABI5-D3 原核表达载体的

构建 
重组质粒 pET-28a-TaABI5-D3 经 DH5α 大

肠杆菌扩繁，提取质粒进行 Nco I、Xho I 双酶

切鉴定，检测到 1 200 bp 左右的目的基因片段

及 5 000 bp 左右的原核表达载体 pET-28a 片段

(图 1A)。结果显示 TaABI5-D3 基因按正确编码

框插入载体多克隆位点(图 1B)，表明成功构建

了 pET-28a-TaABI5-D3 重组表达载体。 

2.2  His-TaABI5-D3 重组蛋白的诱导表达及

纯化 
通过原核表达技术在 E. coli BL21(DE3)菌

株中成功获得了重组蛋白 His-TaABI5-D3。

SDS-PAGE 检测重组蛋白 His-TaABI5-D3 的产

物(图 2A)，结果表明，重组蛋白 His-TaABI5-D3
主要在沉淀中表达，在可溶性上清中检测不到

(图 2B)，最佳诱导条件为：16 ℃，IPTG 终浓度

0.4−0.8 mmol/L，150 r/min 过夜诱导 12 h。将沉

淀中的包涵体于 8 mol/L 尿素中溶解，利用 Ni-NTA
树脂纯化经高浓度咪唑洗脱，得到约 46 kDa 的单

条蛋白带(图 3)，大小与重组蛋白 His-TaABI5-D3
的预期蛋白一致，浓度为 1.27 mg/mL。 

2.3  TaABI5-D3 多克隆抗体的制备与检测 
在最佳诱导条件(16 ℃, 0.6 mmol/L IPTG, 

150 r/min)过夜诱导 12 h 后，诱导大量菌体进行

重组蛋白表达。将纯化后的目的蛋白免疫 Balb/c

小鼠血清制备多克隆抗体，在第 3 次加强免疫后 
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图 1  pET-28a-TaABI5-D3 原核表达载体构建与鉴定   A：重组质粒的双酶切. B：载体构建图谱 
Figure 1  Construction and identification of prokaryotic expression vector pET-28a-TaABI5-D3. A: Double 
enzyme digestion of recombinant plasmid. M: Molecular weight standard; Lane 1: The digestion product of 
recombinant plasmid. B: Vector construction diagram. 
 

 
 
图 2  重组蛋白 His-TaABI5-D3 表达   A：在沉淀中的表达水平. B：在上清液中的表达水平 
Figure 2  Expression of the recombinant protein His-TaABI5-D3. A: Expression level in precipitation. M: 
Protein marker (11−180 kDa); Lane 1−3: 0.4, 0.8 and 1.2 mmol/L IPTG induction; Lane 4: 0.8 mmol/L IPTG 
induced empty vector. B: Expression level in supernatant. M: Protein marker (11−180 kDa); Lane 1−3: 0.4, 
0.8 and 1.2 mmol/L IPTG induction; Lane 4: 0.8 mmol/L IPTG induced empty vector. 
 
取血并收集血清。Western blotting 检测发现，

经纯化的目的蛋白检测到有较强的信号出现

(图 4)，证明抗体制备成功。 
将制备的 TaABI5-D3 抗体作为一抗，以

HRP 标记兔抗鼠 IgG 作为二抗。用 Western 
blotting 检测 6 种具有不同穗发芽抗性的小麦品

种‘小偃 6 号’ (GI: 13.7%)、‘万县白麦子’ (GI: 
7.6%)、‘小白玉花’ (GI: 4.0%)、‘京411’ (GI: 64.2%)、 
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图 3  重组蛋白 His-TaABI5-D3 的纯化 
Figure 3  Purification of the recombinant protein 
His-TaABI5-D3. M: Protein marker (11−180 kDa); 
Lane 1: Purified the recombinant protein. 
 

 
 
图 4  重组蛋白的 Western blotting 分析 
Figure 4  Western blotting analysis of recombinant 
protein. M: Protein marker (11−180 kDa); Lane 1: 
Detection of TaABI5-D3 protein by polyclonal 
antibody.  
 
‘周 8425B’ (GI: 56.0%)、‘衡水 7228’ (GI: 68.4%)
的成熟籽粒中 TaABI5-D3 蛋白的表达水平。结

果表明，制备的多克隆抗体 TaABI5-D3 能够特

异性识别在小麦中表达的 TaABI5-D3 蛋白，具

有较高的敏感性(图 5A)。同时，用 Image J 和

GraphPad prism 软件对 Western blotting 在 6 个

不同休眠水平品种的成熟种子中检测到的

TaABI5-D3 蛋白表达量进行量化分析，结果表

明，6 个小麦品种的成熟种子中，TaABI5-D3 蛋

白的表达水平无显著差异(图 5B)。 

 
 
图 5  不同休眠特性小麦种子中 TaABI5-D3 蛋白

的 Western blotting 分析   A：Western blotting
检测 TaABI5-D3 蛋白的表达. B：TaABI5-D3 蛋白

的相对表达水平 
Figure 5  Western blotting analysis of TaABI5-D3 
proteins in wheat seeds with different dormancy 
capacity. A: Detection of TaABI5-D3 proteins with 
Western blotting. B: The relative expression level of 
TaABI5-D3 proteins. The numbers of 1 to 6 represents: 
‘xiaoyan 6’, ‘wanxianbaimaizi’, ‘xiaobaiyuhua’, 
‘jing 411’, ‘zhou 8425B’ and ‘hengshui 7228’, 
respectively. 
 

3  讨论 
本课题组前期研究中表明，小麦 TaABI5 基

因与小麦籽粒的休眠能力密切相关[29,36]。为进

一步研究 TaABI5 基因在小麦中的功能，研究人

员已经进行了该基因组成、基因标记的开发、

种子休眠能力分子标记的开发验证和其转录本

在不同发育阶段表达水平的研究[29,36]，但是尚

未对该基因表达的蛋白进行系统的研究，所以

本研究利用原核表达系统和抗体制备系统制备
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了 TaABI5-D3 的抗体，为下一步蛋白质功能的

研究奠定了基础。 
目前常用大肠杆菌进行原核表达，该方法

虽能高效获得目的蛋白并相对安全，但是容易

形成包涵体。影响大肠杆菌重组蛋白融合表达的

因素有很多，主要包括诱导温度、适宜的菌株、

诱导剂 IPTG 的浓度及时间等[30,37-38]。本研究在

获得 TaABI5 基因序列的前提下，将其中完整编

码蛋白的 TaABI5-D3 编码区克隆至原核表达载

体 pET-28a 中，在 E. coli BL21(DE3)中进行了

高效表达。因考虑到融合蛋白的表达更多受

IPTG 浓度的影响，故在实验中参考前人的经验

设计了不同 IPTG 浓度进行了诱导，最终实验

结果表明 IPTG 的最佳诱导浓度为 0.6 mmol/L。

本研究在 16 ℃、0.6 mmol/L IPTG、150 r/min 和

过夜诱导 12 h 的最佳诱导条件下获得了大量的

目的蛋白(图 2A)。 
另外，通过对诱导表达的上清液及沉淀分

别进行 SDS-PAGE 电泳检测后发现，本研究中

的目的蛋白以包涵体形式存在(图 2A)。包涵体

形式蛋白不易纯化且不具有活性，故为继续后

续试验，需对其进行溶解。蛋白表达的速度过

快、不正确折叠，甚至多肽链疏水区域之间的

非特异性相互作用等因素都可能导致包涵体的

形成 [39-40] 。本研究在构建表达载体时，让

pET-28a 带有组氨酸(His)标签，该标签分子量较

小，几乎不会影响重组蛋白的分子量[41-42]；同时，

该标签的携带为后续重组蛋白的纯化提供了

便利[43-44]。 
本课题组前期从小麦品种‘周 8425B’中扩

增了 TaABI5 全长序列，共获得 ABI5 基因的 16 个

多拷贝序列，并且在普通小麦的 3D 染色体上鉴

定了 2 个关于 TaABI5-D7 的等位基因，分别为

TaABI5-D71 和 TaABI5-D72；含有 TaABI5-D71
和 TaABI5-D72 两种不同单倍型的小麦其籽粒

休眠特性具有显著差异 [29,36]。TaABI5-D71 和

TaABI5-D72 序列是假基因，不能编码完整的

TaABI5 蛋白，所以本研究选择多拷贝序列中与

TaABI5-D7 同源性最高且可完整编码蛋白质的

TaABI5-D3 为目的基因[29]，利用原核表达系统

得到高效表达且可满足免疫实验小鼠的需要，

成功制备了 TaABI5-D3 多克隆抗体。但是由于

该抗体为多克隆抗体，具备多个不同抗原结合

位点，而 ABI5 基因在小麦中存在 16 个多拷贝序

列，TaABI5-D3 多克隆抗体可能也会结合小麦中

其他 ABI5 蛋白。为消除这一疑虑，下一步应制备

TaABI5-D3 单克隆抗体。单克隆抗体的制备将

会为进一步深入研究 TaABI5-D 类型蛋白的功

能和 TaABI5 蛋白在小麦种子休眠特性方面的

作用机制奠定基础。 

4  结论 
本研究将 TaABI5-D3 编码区克隆至原核表

达载体 pET-28a 中，成功构建重组表达载体

pET-28a-TaABI5-D3，并得到与预期大小相符的

重组蛋白 (其分子量约 46 kDa)；重组蛋白

His-TaABI5-D3 免疫 Balb/c 小鼠后成功制备得

到了 TaABI5-D3 多克隆抗体，且该多克隆抗体

可用于 Western blotting 检测分析(图 5)。以上

研究结果为进一步获得 TaABI5 类纯化蛋白和

相应抗体以及进一步研究该基因的功能奠定

了基础。 
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